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SUMMARY

This chapter summarizes and discusses our present knowledge about the structural so-
lution found by eukaryotic cells to construct their nuclear three-dimensional memory
from extremely long DNA molecules. The first section describes the structural properties
of the nucleosome, the fundamental unit used by the cell to fold its nuclear DNA. The se-
cond section is an overview of the dynamics and functional properties of the nucleosome.
In particular, the results obtained in studies on the mechanism of nucleosome formation
and on the involvement of this particle in transcription are discussed. The third section
describes the folding of nucleosome chains into chromatin fibers which constitute the se-
cond level of DNA packaging in the cell nucleus. Various structural models proposed in
different laboratories for the arrangement of nucleosomes within chromatin fibers are dis-
cussed.

RESUM

Aquest capitol resumeix i discuteix el nostre coneixement actual sobre la solucié estruc-
tural trobada per la cél-lula eucariota per construir una memoria nuclear tridimensional a
partir de molecules extremadament llargues de DNA. La primera part descriu les propietats
estructurals del nucleosoma, la unitat fonamental emprada per la cel-lula per plegar el seu
DNA nuclear. La segona part és un resum de les propietats dinamiques i funcionals del nu-
cleosoma. En particular, es discuteixen els resultats obtinguts en estudis del mecanisme de
formaci6 del nucleosoma i sobre la participacié d’aquesta particula en la transcripcié. La
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tercera part descriu el plegament de les cadenes de nucleosomes per formar les fibres de cro-
matina que constitueixen el segon nivell d’empaquetament del DNA en el nucli cel-lular. Es
discuteixen diversos models estructurals suggerits en diversos laboratoris per al organitza-
ci6 dels nucleosomes dins les fibres de cromatina.

LA MEMORIA DE LA CEL-LULA

Els enginyers informatics imaginen els
ordinadors del futur amb memories tridi-
mensionals i amb capacitat d’emmagat-
zemar informacié en unitats de la granda-
ria d"'una molecula. Aquest somni futurista,
que permetria augmentar en diversos ordres
de magnitud la densitat d'informacié de les
memories dels ordinadors disponibles ac-
tualment, és una realitat materialitzada per
la vida en el nucli de les cel-lules des de fa
més de 1.000 milions d’anys. D"acord amb la
teoria de la informacio, teninten compte que
les cadenes de DNA contenen quatre tipus
de bases nitrogenades diferents (A, T, G, C),
cada nucleotid té un contingut d’informacié
de 2 bits. Aixo significa que, per exemple, en
els mamifers, el nucli d'una cél-lula diploide
tipica (aproximadament 10.000 milions de
nucleotids) conté una memoria de 210" bits
(equivalent a 2,5 Gbytes) en un volum d’a-
proximadament 10" cm®.

Les memories dels ordinadors actuals
son planes, son fetes amb materials que s’es-
tenen en dues dimensions. En les cél-lules,
la memoria ocupa un espai tridimensional
pero esta formada per estructures lineals,
les llargues molecules de DNA dels cromo-
somes. Aix0 genera un problema estructu-
ral molt complex, ja que les cel-lules tenen
una enorme longitud de DNA (aproxima-
dament 1,7 m per cel-lula diploide en el cas
dels mamifers) que ha d’ésser empaquetat
en un nucli d’aproximadament 6 um de dia-
metre. En els propers apartats es descriuran
les estructures que permeten plegar el DNA
per fer-lo cabre d’una manera ordenada
dins el nucli cel-lular.

ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA

Gran part dels esforcos de la biologia
molecular actual s’han concentrat en 'es-
tudi de les propietats i de la regulaci6é de
gens especifics. En aquests treballs s'investi-
guen seqiiencies especifiques de DNA i
proteines que interaccionen especificament
amb aquestes seqiiéncies. En canvi, per re-
soldre el problema de I'empaquetament de
tot el DNA, independentment de quina si-
gui la seva seqiiéncia, és obvi que no es po-
den buscar solucions basades en interac-
cions especifiques. La cél-lula ha trobat una
soluci6é general per a aquest problema que
consisteix en el fet que, aproximadament
cada 200 pb, el DNA s’enrotlla fent dues
voltes sobre un nucli proteic format per his-
tones (Hewish i Burgoyne, 1973; Kornberg,
1977; Wolffe, 1995). Aquesta estructura és el
nucleosoma, el qual té una part central que
s’anomena particula nucli (core particle)
que consta de 146 pb de DNA que donen
1 volta i 3/4 sobre un octamer d’histones
(H2A,H2B,H3,H4,). El nucleosoma es com-
pleta amb una molecula d"histona H1 (ano-
menada també H5 en algunes especies) que
interacciona amb el DNA d"uni6 (linker) que
hi ha entre particules nucli consecutives. La
longitud del DNA d’'uni6é varia molt entre
especies. Per exemple, mentre que el DNA
d’uni6 en el llevat i altres fongs té una longi-
tud de ~20 pb (Kornberg, 1977), en I'esper-
ma d’Holothuria tubulosa (Cornudella i Ro-
cha, 1979) i d’altres equinoderms (Williams
et al., 1986) la longitud és ~90 pb. Tenint en
compte que la longitud d'un segment de
DNA de 200 pb estes és ~70 nm, i que la
particula nucli té una llargada maxima de



~11 nm, resulta que el nucleosoma redueix
aproximadament sis vegades la longitud
del DNA.

L’estructura de I'octamer d’histones ha
estat establerta per Moudrianakis i col-labo-
radors (Arents et al., 1991). A la figura 1 (an-
nex 6) es pot veure que l'octamer té forma
de falca deformada que és molt més ampla
a la zona on s6n els dimers d’"H2A,H2B (co-
lor blau). Aquests dos dimers d"H2A,H2B
son situats als dos costats de la zona central
que conté dos dimers d’"H3,H4 (color blanc)
i, en conjunt, I'estructura forma una rampa
en forma d’helix levogira sobre la qual es
pot enrotllar el DNA. L’esquelet basic d’a-
questa estructura és una col-lecci6é de vuit
repeticions (una per cada molecula d’histo-
na) d’un element estructural del tipus helix
o curta-llag-helix a llarga-llag-helix o curta
que ha rebut el nom de plegament d’histo-
na (histone fold) i que es troba en altres pro-
teines que interaccionen amb el DNA
(Arents i Moudrianakis, 1995). L’extrem
N-terminal de la primera helix a curta i
les dues zones extremes on hi ha la juntu-
ra entre I'helix a llarga i les helixs curtes (fi-
gura 2) son les responsables de la interaccio
amb el DNA.

Aquestes prediccions sobre les zones
d’ancoratge del DNA sobre I'octamer
d’histones, basades en el coneixement de
l'estructura de 1’octamer d histones, han es-
tat confirmades recentment per Richmond i
col-laboradors (Luger et al., 1997), directa-
ment a partir de 'estructura de cristalls de
particules nucli (figura 3 de 'annex 6). En
els catorze llocs on el solc petit de la doble
helix toca les histones hi ha un residu argini-
na que interacciona amb un grup fosfat del
DNA,; els dipols generats per les helixs o del
plegament d’histona també interaccionen
electrostaticament amb els fosfats. A més,
en aquesta zona s’estableixen altres interac-
cions no especifiques: ponts d’hidrogen en-
tre els grups amida de I'esquelet polipepti-
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Ficura 2. Estructura de la part globular de la histona H5
(Ramakrishnan et al., 1995), i del motiu estructural
plegament d’histona corresponent a les histones de la
particula nucli (H2A, H2B, H3, H4). Reproducci6 auto-

ritzada d”Arents i Moudrianakis (1995), copyright 1995
National Academy of Sciences, USA.

dic de les histones i els atoms d’oxigen dels
fosfats; ponts d’hidrogen entre grups basics
o hidroxils de les cadenes laterals de les his-
tones i els fosfats; i contactes no polars entre
les histones i les desoxiriboses del DNA.
Tots aquests enllacos s6n de tipus inespeci-
fic i, en conjunt, encara que també s’hagin
detectat algunes interaccions entre les cade-
nes laterals de les histones i les bases del
DNA, es pot concloure que l'estructura de
'octamer d’histones permet la uni6é amb el
DNA amb independéncia de la seqiiencia
de bases.

Mitjancant la formacié de nucleosomes,
les cellules eucariotes han aconseguit,
doncs, un sistema que, en principi, permet
el plegament de qualsevol seqiiencia de
DNA. Cal tenir en compte, pero, que hi ha
unes certes preferencies respecte a l’orienta-
ci6 del corbament del DNA en el nucleoso-
ma. Generalment el DNA es plega de tal
manera que les parelles de bases A-T estan
més freqiientment a les zones on el solc pe-
tit esta encarat cap a "octamer d’histones,
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mentre que les parelles G-C es troben prin-
cipalment a les regions on el solc petit esta
encarat cap enfora de la particula nucli
(Satchwell et al., 1986). Aixo és perque les
parelles de bases A-T admeten una com-
pressioé més gran que les G-C en el solc petit.
Cal tenir en compte que, en el nucleosoma,
el DNA esta tan corbat que, mentre que la
distancia entre bases consecutives de la do-
ble helix a la cara interna és ~0,3 nm, a la pe-
riféria de la particula aquesta distancia és
~0,4 nm. També sabem que hi ha seqiién-
cies que no permeten la formacié de nucleo-
somes. En particular, les seqiiéncies del ti-
pus poliA-poliT formen ponts d’hidrogen
addicionals entre parelles de bases de pisos
consecutius de la doble helix (Nelson et al.,
1987), la qual cosa els déna tanta rigidesa
que no poden plegar-se per formar nucleo-
somes. D’altra banda, mentre que la majo-
ria de les seqiiencies del DNA genomic te-
nen una afinitat semblant per a les histones
(Lowary i Widom, 1997), hi ha seqiiéncies
que tenen més afinitat relativa per a les his-
tones i provoquen la col-locacié de nucleo-
somes en llocs concrets del genoma que po-
den tenir importancia funcional (Widlund
etal., 1997).

En contrast amb les histones de la par-
ticula nucli, la part central globular de la
histona H1/H5 adopta un plegament (Ra-
makrishnan et al., 1993; figura 2) que és una
variant del tipus helix-volta-helix que s’ha
trobat en diverses proteines que interaccio-
nen especificament amb el solc gran del
DNA. Mentre que els estudis inicials (Allan
et al., 1980) varen indicar que la part globu-
lar de la histona H1/H5 s’uneix de manera
simetrica (en el punt on I'eix de simetria tra-
vessa el centre del DNA de la particula nu-
cli) ales cadenes de DNA d"unié que entren
isurten de la particula nucli, hi ha resultats
recents obtinguts amb un nucleosoma de
seqiiencia especifica que indiquen que la
unio és asimetrica (Pruss et al., 1996). Estu-

dis fisicoquimics diversos (Puigdomeénech
et al., 1980; Bohm i Crane-Robinson, 1984)
varen permetre demostrar que tant les his-
tones del tipus H1/H5 com les histones de
la particula nucli tenen segments a les zones
terminals que no formen part de les regions
plegades considerades fins ara en aquest
apartat. Aquestes cues no estructurades
contenen molts residus amb carrega positi-
va (lisines i arginines) i sén substrat de di-
verses modificacions (principalment aceti-
lacions i fosforilacions) posttraduccionals
(Wolffe, 1995). A la particula nucli, les cues
carregades estan esteses i arriben a envair
part de l'espai situat més enlla del DNA
(Luger et al., 1997; figura 3 de I'annex 6), la
qual cosa fa pensar que poden tenir una fun-
ci6 relacionada amb la interaccié entre nu-
cleosomes en la cromatina empaquetada
(vegeu el darrer apartat), més que no pas
amb ['estabilitzacié del nucleosoma en si.
D’acord amb aquesta possibilitat, hi ha re-
sultats (Ausi6 et al., 1989) que indiquen que
I'eliminaci6 de les cues de les histones de la
particula nucli, mitjancant digesti6é amb
tripsina, no altera substancialment I'estabi-
litat del nucleosoma.

DINAMICA FUNCIONAL DEL
NUCLEOSOMA

L’energia lliure que s’estima necessaria
per al corbament del DNA a la particu-
la nucli és d’unes 75 kcal/mol (Lowary i
Widom, 1997). No obstant aix0, la particu-
la és termodinamicament estable perque
les interaccions histona-DNA compensen
aquest component energetic desfavorable i
donen una variaci6 neta d’energia lliure
d’aproximadament -10 kcal/mol per a la
formacié de particules nucli a forca ionica
propera a la fisiologica (Aragay et al.,
1991). Les seqiiencies posicionadores de
nucleosomes donen una estabilitat addi-



cional de -1 a -3 kcal/mol (Shrader i Crot-
hers, 1989).

La formaci6 espontania del nucleosoma
in vitro sense la participaci6 de factors addi-
cionals va ser demostrada per Ruiz-Carrillo
et al. (1979). La reacci6 de formaci6 del nu-
cleosoma és rapida (Daban i Cantor, 19824;
Diaz i Daban, 1986) pero té un mecanisme
complex, esquematitzat a la figura 4, que ha
estat establert a partir dels resultats obtin-
guts emprant diverses aproximacions expe-
rimentals que van des de les digestions en-
zimatiques fins a la dispersi6 de raigs X de
sincrotr6. Com que sabem que a forca ioni-
ca fisiologica, en absencia de DNA, I'octa-
mer d’histones de la particula nucli esta dis-
sociat i forma dimers H2AH?2B i tetramers
H3 H4,, i que cadascun d’aquest oligomers
per separat s'uneix al DNA (Aragay et al.,
1988; Samso6 i Daban, 1993) (figura 4, reaccié
1), cal esperar que durant la reaccié de for-
macié del nucleosoma aquestes dues pare-
lles s"uneixin aleatoriament amb diferents re-
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gions d'una molecula de DNA o amb dife-
rents fragments de DNA. S’ha demostrat
que els complexos DNA-(H2A H2B) i
DNA-(H3,H4) es transfereixen histones en-
tre ells (figura 4, reacci6 1) i arriben a for-
mar particules amb les quatre histones
(Aragay et al., 1988), les quals sofreixen fi-
nalment una reaccié intramolecular (figura
4, reacci6 v), dirigida pel tetramer format
per les histones H3,H4, que déna lloc a
particules nucli completament plegades
(Daban i Cantor, 1982b).

El fet que les histones H3,H4 siguin ca-
paces per si soles de plegar el DNA, mentre
que les histones H2A,H2B soles no ho pu-
guin fer (Camerini-Otero et al., 1976), ha
suggerit la idea que durant la formaci6
del nucleosoma primer s'uneixen les histo-
nes H3,H4 al DNA i després son les histones
H2A,H2B les que completen l'estructura.
Els resultats obtinguts en els experiments
comentats en el paragraf anterior confirmen
el paper estructural diferent d'H3,H4 i

DNA-(H2A H2B)
I DNA-(H3,H4)
DNA Ix
Reaccions
d’intercanvi Reaccions
H2A H2B N’mtramolecularsN
H3,H4
Y
Reaccions de
Oligo(N) transferéncia
I Oligo(N)-(H2A H28) DNA

Oligo(N)-(H3,H4)

FiGUrA 4. Reaccions espontanies que intervenen en I’autoassociaci6 in vitro de la particula nucli del nucleosoma. N
i N* representen, respectivament, la particula nucli final i I'estructura intermediaria produida després de la unié
inicial de les histones H2A, H2B, H3 i H4 amb el DNA; Oligo(N), oligonucleosomes sense H1/H5. Reproduccié
autoritzada d’Aragay et al. (1991), copyright 1991, American Chemical Society.
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H2A,H2B (Sams6 i Daban, 1993), perd sén
incompatibles amb mecanismes que sugge-
reixen una unio seqiiencial ordenada de les
parelles H3,H4 i H2A H2B. Hi ha treballs
sobre diversos sistemes de replicaci6, in vi-
tro que afavoreixen el mecanisme d'unié de
les parelles d’histones ordenada en dues
etapes (Almouzni et al. 1990; Smith i Still-
man, 1991), pero els resultats recents de
Gasser et al. (1996) indiquen que, in vivo, els
nucleosomes es formen rapidament i que no
hi ha cap indici que la unié al DNA de les
histones H3,H4 i H2A,H2B s’esdevingui en
dues etapes successives. D’altra banda, els
resultats obtinguts per Jackson (1990) han
demostrat que durant la replicaci6 de la cro-
matina les parelles H2A,H2B i H3,H4 de
nova sintesi es barregen aleatoriament amb
les preexistents, de manera que els nous nu-
cleosomes estan fets mitjancant un mecanis-
me en el qual aquestes parelles d’histones
funcionen independentment i no com a
blocs octamerics (figura 5). En els ovuls de
Xenopus laevis existeix una elevada concen-
traci6 d’histones no associades amb el
DNA, pero també en aquest cas les parelles
H2A,H2B estan separades de les histones
H3,H4 (Earnshaw et al., 1980; Kleinschmidt
et al., 1985). En aquest sistema, les histones
H2A,H2B s’uneixen amb la proteina nu-
cleoplasmina, i les histones H3,H4 amb les
proteines N1/N2. Aquestes proteines, i al-
tres detectades en cel-lules de mamifer, fa-
ciliten la formacié de la particula nucli
(Dilworth et al., 1987; Smith i Stillman,
1991). Encara que el mecanisme de formacié
dels nucleosomes in vivo sigui més complex
que el mecanisme observat en els estudis fi-
sicoquimics (figura 4), sembla raonable su-
posar que les reaccions espontanies trobades
en aquests estudis intervenen en les etapes
finals del procés de formaci6 dels nucleoso-
mes, és a dir, després que les proteines es-
mentades hagin alliberat les parelles dhis-
tones. L’ obtencié de nucleosomes complets,

NEW OLD
TETRAMER-H3,H4 =a [a1=]

83 DIMER - H2B,H2A ® o

REPLICACIO

POOL

SINTESI
D’HISTONA

Figura 5. Model dinamic sobre les interaccions histona-
DNA durant la replicaci6 de la cromatina. Les histones
sintetitzades de nou es representen amb simbols ne-
gres, i les histones preexistents amb simbols buits. Re-
produccié autoritzada de Jackson (1990), Copyright
1990 American Chemical Society.

amb histona H1, i ben espaiats és un procés
complex que requereix extractes cel-lulars
(Rodriguez-Campos et al., 1989).

Les particules nucli tenen una flexibili-
tat conformacional notable que ha pogut
detectar-se en estudis d’espectroscopia de
fluorescencia (Daban i Cantor, 1989), de
microscopia electronica (Czarnota i Ot-
tensmeyer, 1996) i de modificacié quimica
de residus especifics (Ballestar i Franco,
1997). A més, en preséncia de concentra-
cions salines elevades, les particules nucli
poden dissociar-se totalment o parcial-
ment (Aragay et al., 1991). Aquestes pro-
pietats poden ésser importants per a la
participacié dels nucleosomes en la trans-
cripci6. Per exemple, s"ha descrit que un
nucleosoma posicionat especificament en
el promotor del virus MMTYV resulta modi-
ficat estructuralment quan s’uneix amb di-
versos receptors hormonals (Pifa et al.,
1990). Recentment s’han trobat activadors
de la transcripcié que tenen activitat d’ace-
til transferases d’histones (Yang et al.,



1996) i repressors amb activitat desacetila-
sa d’histones (Heinzel et al., 1997). Pot sug-
gerir-se que l’acetilaci6/desacetilacié d’-
histones provoca canvis estructurals del
nucleosoma (o en les interaccions entre nu-
cleosomes) que tenen repercussié sobre
I'expressio genica. Ha estat descrit (Oliva
et al., 1990) que la hiperacetilaci6 de les
histones indueix el desplegament del nu-
cleosoma. L’inici de la transcripcié pot im-
plicar la dissociacié total o parcial de nu-
cleosomes de les regions promotores.
Puerta et al. (1993) han demostrat en expe-
riments in vitro que mentre que els nucleo-
somes complets bloquegen l'inici de la
transcripcid, els nucleosomes sense H2A,
H2B no afecten la iniciacié i permeten una
transcripci6 eficient. També en aquest sen-
tit, Tsukiyama et al. (1994) han trobat que
el factor transcripci6 GAGA provoca la
dissociaci6 de nucleosomes en el promotor
hsp 70 de Drosophila. Com que aquest
procés resulta facilitat per la presencia
d’ATP, s’ha suggerit que la dissociaci6 de
nucleosomes, necessaria per a l'inici de la
transcripcié en aquest gen, requereix l'a-
portacié d’energia quimica. A les regions
on té lloc la transcripcié hi ha un contingut
relativament baix d’histones del tipus
H1/H5 (Kamakaka i Thomas, 1990).

Hi ha estudis de microscopia electronica
que demostren que els nucleosomes estan
presents davant i darrere de la RNA poli-
merasa mentre té lloc I'elongaci6 de la cade-
na de RNA (De Bernandin et al., 1986). Hi
ha hagut, pero, molta controversia sobre el
mecanisme mitjangant el qual 1'elongacié
de la transcripcié podia tenir lloc sobre el
DNA associat amb histones en els nucleo-
somes. Els dos primers treballs significatius
sobre aquest tema varen arribar a conclu-
sions completament contradictories. Men-
tre Lorch et al. (1987) varen trobar que 1'e-
longacié de la cadena de RNA implica el
desplacament d’histones dels nucleosomes,
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Losa i Brown (1987) varen publicar que
I'elongacié és possible sense dissociar els
nucleosomes. En aquests treballs es varen
emprar sistemes simplificats amb RNA po-
limerasa de bacteriofag, i com a motlle de
transcripcié es feien servir fragments de
DNA que tenen un promotor per a aquest
enzim i que estan associats amb histones i
formen nucleosomes. Fent servir un siste-
ma d’aquest tipus, més recentment Stu-
ditsky et al. (1994) han trobat resultats con-
sistents amb el model que es presenta a la
figura 6. Aquests autors proposen que la
polimerasa desplaga les histones del nucle-
osoma que es transcriu cap a l'extrem 5,
pero sense que es produeixi dissociaci6 de
les histones del DNA; és a dir que les histo-

B P

Ficura 6. Mecanisme d’elongacié de la transcripcié sobre
cromatina proposat per Studitsky et al. (1994). L’enzim
RNA polimerasa (RP) realitza I’elongacioé de la cadena de
RNA mentre que les histones que inicialment eren a la regio
3’ passen a la 5” sense abandonar el DNA en cap moment.
Reproduccio autoritzada de Studitsky et al. (1994), copy-
right 1994 Cell Press..
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nes canvien de posicié sense deixar d’estar
unides al DNA.

Els resultats de Studitsky et al. (1994) han
estat obtinguts en un medi de concentracié
salina relativament baixa. Al nostre labora-
tori hem realitzat estudis de transcripci6
amb un sistema simplificat semblant al d’a-
quests autors perd amb una concentracio sa-
lina més semblant a la fisiologica (Gallego et
al., 1995), i els resultats obtinguts demostren
que la transcripcié dissocia completament
els nucleosomes. El canvi d’energia lliure
durant la sintesi de RNA és de -2 kcal /mol
cada vegada que s’afegeix un nucleotid
(Erie et al., 1992); si considerem els 146 nu-
cleotids que es poden obtenir en transcriure
una particula nucli, I'energia disponible és
molt superior a la que estabilitza el nucleo-
soma (~10 kcal/mol, vegeu més amunt). A
més, |'energia quimica de les reaccions d’e-
longacio es pot convertir en energia mecani-
ca atil perque la regi6 3’ de la cadena nai-
xent de RNA esta aparellada amb el DNA
motlle i aixd permet que la polimerasa, en
allargar la cadena de RNA, exerceixi una
forca contra les histones del nucleosoma
que pot provocar la seva dissociaci6. Resta
per considerar on van a parar les histones
alliberades. Els resultats obtinguts en
aquests estudis (Gallego et al. 1995), junt
amb dades prévies sobre l'associacié es-
pontania d’histones en excés a nucleosomes
(Aragay etal., 1991; reaccions ni1v dela figu-
ra 4), suggereixen que les histones allibera-
des durant la transcripcié poden unir-se
transitoriament als nucleosomes de la cro-
matina no transcrita, tal com s’esquematitza
alafigura?7. La concentracié de cromatina al
nucli cel-lular és elevada i pot facilitar que
aquestes reaccions transitories s’esdevin-
guin en les proximitats de qualsevol punt
on una RNA polimerasa estigui transcrivint
DNA nucleosomal. Com que és més estable
el nucleosoma normal que els complexos
amb histones en excés (Aragay et al., 1991;
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FiGura 7. Mecanisme d’elongacié de la transcripcio so-
bre cromatina proposat en el laboratori de I'autor. Els
resultats obtinguts (Gallego et al., 1995) indiquen que
amb una forga idnica propera a la fisiologica els nucleo-
somes es dissocien durant 1'elongaci6 de la cadena de
DNA. En aquest model, tenint en compte a més a més
resultats previs del nostre laboratori (vegeu figura 4;
Aragay et al., 1991), es proposa que les histones disso-
ciades s'uneixen transitoriament a la cromatina no
transcrita. Reproduccié autoritzada de Daban (1991),
copyright 1991, CNRS Editions.

Transient association

of H2A H2B (and H3H4)
released during trans-
cription with chromatin

Gallego et al. 1995), la reassociaci6 dels nu-
cleosomes és, en principi, garantida per la
termodinamica a tots els llocs on hi hagi
DNA lliure d’histones després del pas de la
polimerasa.

ESTRUCTURES D’ORDRE SUPERIOR
DE LA CROMATINA

El nucleosoma és el primer nivell d’em-
paquetament del DNA del nucli. El segon
nivell consisteix en el plegament de les ca-
denes de nucleosomes, les quals formen
unes estructures d'uns 30 nm de diametre
que s’anomenen fibres de cromatina. Finch i
Klug (1976) varen realitzar un estudi d’a-
questes estructures mitjancant microscopia
electronica i, a partir de 'observaci6é d’es-



tries transversals inclinades i separades
aproximadament 10 nm varen suggerir que
alafibra de cromatina les cadenes de nucleo-
somes estan plegades en forma de solenoi-
de, és a dir, formant una hélix senzilla d'un
sol origen. Posteriorment, en un estudi de
difraccié de raigs X de fibres de cromatina
parcialment orientades, Widom i Klug
(1985) varen trobar una taca meridional cor-
responent a un espaiat de ~11 nm que sug-
gereix que les cares laterals dels nucleoso-
mes en el solenoide s6n aproximadament
paral-leles al’eix de la fibra (figura 8). Altres
autors, a partir d’estudis de dispersié de
neutrons (Suau ef al., 1979) i de dicroisme
electric (Yabuki et al., 1982; McGhee et al.,
1983), han donat suport al model solenoidal
i han indicat que les cares laterals dels nu-
cleosomes estan inclinades entre 20° i 38°
respecte a l'eix de la fibra.

Hi ha molta discussié sobre quina és
realment 'estructura de les fibres plegades
de cromatina (vegeu, per exemple, van Hol-
de i Zlatanova, 1995). En el model del sole-
noide, en principi, per tal de construir I'he-
lix senzilla de nucleosomes, cal que el DNA
d'uni6é entre nucleosomes consecutius es
plegui. En canvi, Williams et al. (1986) han
trobat que el diametre de les fibres depen de
la longitud del DNA d’unié i han proposat
que aixo és perque els nucleosomes conse-
cutius es posen en posicions oposades res-
pecte a l'eix de la fibra i formen una doble
helix, en la qual el DNA d’uni6 esta estés a
I'interior i influeix directament en el diame-
tre de la fibra. Altres autors (figura 9), fent
servir tecniques de reconstruccié d’imatges
de microscopia electronica (Subirana et al.,
1985), de dispersi6 de raigs X de sincrotr6
(Bordas et al., 1986; Koch, 1989), de mi-
croscopia electronica in situ a baixes tempe-
ratures (Woodcock et al., 1993; Horowitz et
al., 1994) i de microscopia de forca atomica
(Leuba et al., 1994), han estudiat les ziga-za-
gues formades per les cadenes de nucleoso-
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mes a les fibres de cromatina (amb un nivell
de compactaci6 relativament baix), i també
han suggerit models en els quals el DNA
d’uni6 esta creuativa d’'un costat al’altre de
la fibra. A més, els resultats de Subirana et al.
(1985) indiquen que les fibres tenen una or-
ganitzaci6 en capes de cinc a sis nucleoso-
mes (figura 9A) que podrien explicar les dis-
continuitats observades per altres autors
(Zentgraf i Franke, 1984).

En condicions de forca ionica relativa-
ment elevada les fibres de cromatina es
condensen i formen estructures bastant irre-
gulars (figura 10 de I'annex 6) Zlatanova et
al., 1994). L’estudi de la distribuci6 dels nu-
cleosomes en les fibres condensades és molt
dificil perque els nucleosomes individuals
no poden visualitzar-se. Al nostre laboratori
(Bartolomé et al., 1994), hem preparat frag-
ments de cromatina d’eritrocits de pollastre
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Ficura 8. Model del solenoide per a les fibres de croma-
tina. Les dimensions principals estan indicades. Repro-
ducci6 autoritzada de Widom i Klug (1985), copyright
1985, Cell Press.
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Fiura 9. Diversos models de fibres de cromatina amb el DNA d’uni6 creuat. (A) La fibra esta organitzada de tal
manera que es formen capes de cinc a sis nucleosomes que donen una certa discontinuitat a 1'estructura (Subirana
et al., 1985). Fibres irregulars formades a partir de nucleosomes disposats en forma de ziga-zaga amb DNA d'unié
de longitud variable proposades per Woodcock i col-laboradors (Woodcock et al., 1993; Horowitz ef al., 1994) (B) i
Leuba et al. (1994) (C). Com a referencia, a la part superior de (B) hi ha una fibra regular que té el DNA d’uni6 de
longitud fixa. Aquesta figura ha estat preparada a partir de reproduccions autoritzades de Subirana et al. (1985)
(copyright 1985 Springer-Verlag), Horowitz et al. (1994) (copyright 1994 Rockefeller University Press) i Leuba et al.
(1994) (copyright 1994, National Academy of Sciences, USA).

que contenen entre deu i trenta-sis nucleoso-
mes, i hem observat en el microscopi electro-
nic que formen estructures circulars amb
diametre constant i una alcada (mesurada a
partir de preparacions amb platinacié unidi-
reccional) que augmenta amb el nombre de
nucleosomes del fragment. Aquests resul-
tats indiquen que es tracta d’estructures
cilindriques molt curtes (més compactes del
que es podia esperar tenint en compte les da-
des previes d’altres laboratoris) que es
col-loquen verticalment sobre la reixeta del
microscopi. Aquestes preparacions ens han
permes estudiar l'estructura interna de les
fibres de cromatina vistes des de dalt (és a
dir, ens han permes fer I'estudi d"una estruc-

tura equivalent a la secci6 transversal de la
fibra). A les imatges obtingudes s’observen
els elements estructurals segtients: (1) una
periferia helicoidal, (2) una anella de ~11 nm
de gruix que presenta barres radials proba-
blement originades per les particules nucli, i
(3) un forat central de 8-12 nm. En estudis de
desnaturalitzacié parcial (Bermudez et al.,
1998) hem aconseguit generar llacades de
DNA, amb longituds corresponents a un,
dos o tres nucleosomes consecutius desna-
turalitzats, que surten radialment de les fi-
bres vistes des de dalt, la qual cosa demostra
una distribucié radial de nucleosomes. A
més, d’acord amb I'observaci6 del fet que els
punts d’entrada i sortida del DNA de les



llacades corresponents a dos nucleosomes
consecutius desnaturalitzats estan relativa-
ment propers, en principi, hem d’excloure la
possiblitat que els nucleosomes consecutius
estiguin en posicions oposades respecte a
I'eix dela fibra.

En conjunt, tots aquests elements estruc-
turals ens han conduit a proposar un model
solenoidal per a l'estructura de la fibra de
cromatina (figura 11 de I'annex 6) que és
molt més compacte que els suggerits ante-
riorment, perqué esta basat en la interdigi-
taci6 dels nucleosomes dels successius pisos
d’una helix senzilla (Daban i Bermudez,
1998). Aquesta interdigitaci6 de I'helix
primaria provoca l’establiment de contactes
laterals entre nucleosomes de diferents ni-
vells i fa que es formin helixs secundaries
(figura 11B, C de I'annex 6) que donen sentit
a observacions de fa anys que indicaven una
gran tendencia espontania a la formaci6
d’estructures helicoidals a partir de particu-
les nucli isolades (Dubochet i Noll, 1978) o
fins i tot a partir dels octamers d’histones
purificats (Klug et al., 1980). Aquesta estruc-
tura és tan compacta que redueix aproxima-
dament noranta vegades la longitud del
DNA; el model estandard del solenoide i al-
tres models comentats en aquest apartat
produeixen una reduccié de longitud de tan
sols unes quaranta vegades (compareu les
figures 11Ci11E del’annex 6).

Hem desenvolupat un meétode electro-
foretic que permet analitzar 1'estructura
dels fragments de cromatina en gels d’aga-
rosa en presencia de Mg?** (Bartolomé et al.,
1995). Les bandes caracteristiques dels frag-
ments plegats en forma de fibra compacta
tan sols poden obtenir-se en preséncia de les
histones H1/H5. Mitjangant experiments de
dispersi6 de neutrons, Graziano et al. (1994)
han demostrat que la histona H1 esta localit-
zada al'interior de la fibra de cromatina ple-
gada, aproximadament a 6 nm del centre.
Tot i que les fibres de cromatina son forca
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complexes, el procés de plegament és es-
pontani, i els nostres resultats electrofore-
tics (Bartolomé et al., 1995) i de microscopia
electronica (Bartolomé et al., 1994) indiquen
que per iniciar una fibra de cromatina ple-
gada es requereixen tan sols de cinc a set nu-
cleosomes. Per aix0, en la familia de models
interdigitats que hem proposat (Daban i
Bermudez, 1998), les helixs primaries estan
formades amb molt pocs nucleosomes (de
2,8 a 5,8) per volta. Pérez-Grau et al. (1982)
varen observar que els dinucleosomes amb
histones H1/H5 i en preséncia de Mg** for-
men estructures semblants a les fibres de
cromatina plegades. Al nostre laboratori
hem observat que els fragments de tres o
quatre nucleosomes sén capacos d’autoas-
sociar-se per formar complexos que tenen
I'estructura circular (Bartolomé et al., 1994) i
les propietats electroforetiques (Bartolomé
et al., 1995) caracteristiques de les fibres ple-
gades. Aquests resultats demostren que els
nucleosomes tenen incorporades les propie-
tats adients per formar estructures plegades
tan estables que no requereixen ni tan sols la
continuitat del DNA.

La controversia existent sobre 1'estruc-
tura de la fibra de cromatina podria tenir
una soluci6 per la via de la sintesi. Aquesta
sintesi requereix considerar que els models
proposats corresponen a diversos nivells
d’empaquetament. Els models amb el DNA
d’uni6 creuat explicarien les formes menys
condensades de la fibra de cromatina. El
model estandard del solenoide correspon-
dria a un nivell intermedi d’empaqueta-
ment, en el qual és necessari que el DNA
d'uni6é es plegui almenys fins a un cert
grau. El solenoide interdigitat seria la for-
ma més compacta i estable per ra6 de les in-
teraccions laterals entre nucleosomes a les
helixs secundaries. En tots els nivells d’em-
paquetament, a més, caldria tenir en comp-
te la possibilitat d’existencia de disconti-
nuitats.
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CONSIDERACIONS FINALS

Mentre que 10 nm de DNA estés tenen
un contingut d’informacié de ~120 bits, les
fibres de cromatina representades mit-
jancant el model proposat pel nostre labora-
tori tenen més de 10.000 bits per cada 10 nm.
Aquestes estructures representen tan sols el
segon nivell de plegament del DNA al nucli
cel-lular, calen altres nivells addicionals per
arribar a formar cromosomes metafasics. A
més, cal tenir en compte que les fibres de cro-
matina estan organitzades dins I'entramat
de la matriu nuclear (Berezney i Jeon, 1995).

Hem vist en aquest capitol que la cel-lula
ha resolt els problemes basics de la cons-
truccié d’una memoria tridimensional fent
servir proteines que interaccionen de mane-
ra inespecifica amb el DNA i que produei-
xen estructures repetides que son estables,
pero que alhora poden participar en una
dinamica funcional molt complexa. D’en-
trada, resulta sorprenent que per a la forma-
ci6 d’aquestes estructures generals la cél-lula
hagi hagut de fer servir unes proteines tan
conservades a I'evolucié com sén les histo-
nes (Isenberg, 1979; Arents et al., 1995). Pro-
bablement, el problema de la construcci6
d’un sistema tridimensional funcional, que
permeti I'empaquetament, la replicacio i la
transcripci6 (i fins i tot, potser també caldria
considera aqui I'autodestruccié programa-
da [apoptosi]) del DNA, és tan complex que
tan sols unes proteines que han conservat
quasi la totalitat de la seva seqiiéncia han
pogut mantenir una solucié viable.
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ANNEX 6

Figura 1. Estructura de 1’octamer d’histones de la particula nucli. Es forma una rampa heli-
coidal levogira (indicada amb una linia negra) que comenga en el dimer H2AH2B (blau) de
I’esquerra, segueix en el tetramer H3 H4, (la primera meitat és el dimer H3H4 de la part de
baix a I’esquerra i la segona meitat és el dimer H3H4 de la part de dalt a la dreta), i acaba en
el dimer H2AH2B (blau) de la dreta. L estructura esta orientada de manera que I’eix de si-
metria binari passa pel centre de la figura i és perpendicular al pla del paper. Reproduccio
autoritzada d’Arents et al. (1991).

Figura 3. Estructura de la particula nucli del nucleosoma. Les dues cadenes de DNA (color marré i verd fosc) formen una su-
perhélix de 146 pb sobre I’octamer d’histones (H2A, groc; H2B, vermell; H3, violat; H4, verd clar). Globalment I’estructura
correspon a un cilindre de ~11 nm de diametre i ~6 nm d’altura. A més del motiu estructural plegament d’histona (figura 2),
i altres zones estructurals de les histones, poden observar-se seqiiéncies que adopten una conformacioé molt estesa i que cor-
responen a la part de les cues N-terminals que ha pogut ser detectada en el mapa de densitat electronica (en total s’han posi-
cionat el 80% dels residus d’histona). A les dues figures I’eix de simetria binari passa pel centre de I’estructura i és paral-lel
als marges laterals del requadre negre. Reproducci6 autoritzada de Nature (Luger ef al., 1997), Copyright 1997 Macmillan
Magazines Limited.

NaCl 0 10 80 mM

FiguralO. Imatges de microscopia de forga atomica de rastreig corresponents a fibres de cromatina d’eritrocit de pollastre en
preséncia de trietanolamina-HCI SmM (pH 7.0) i de les concentracions de NaCl indicades (Zlatanova et al., 1994). El model
de la figura 9C ha estat proposat a partir dels resultats obtinguts mitjancant aquesta técnica amb fibres com les que es mostren
a I’extrem esquerre d’aquesta figura (Leuba ef al., 1994). Reproduccié autoritzada de Zlatanova et al. (1994), Copyright
1994 National Academy of Sciences, USA.



ANNEX 6

Figura 11. Comparacio del grau d’empaquetament del model helicoidal interdigitat (C, Daban i Bermudez, 1998) amb el so-
lenoide normal (E) (ambdues figures tenen trenta-cinc nucleosomes representats a la mateixa escala). (B) i (D) son vistes des
de daltde (C) i (E), respectivament. (A) representa la primera volta completa (DNA) en color blau i part de la segona volta de
I’heélix primaria (4,75 nucleosomes per volta; pas de 3,84 nm). Els nucleosomes estan inclinats 40° respecte a I’eix de la fibra
i formen cinc hélixs secundaries de particules nucli associades lateralment que es poden veure a les figures (B) i (C). Elnom-
bre d’helixs secundaries varia segons els parametres de I’helix primaria (Daban i Bermudez, 1998). La disposicié del DNA
d’uniod no és coneguda, pero en el model s’han inclos 60 pb (longitud corresponent al DNA d’uni6 d’eritrocits de pollastre)
amb una conformacio arbitraria per demostrar que hi ha espai per a un forat central considerable (diametre 7,3 nm). El dia-
metre exterior de solenoide interdigitat que es presenta és de 36 nm. El radi de gir respecte a I’eix de la fibra calculat per a
aquesta estructura és de 12 nm. Aquest valor és coincident amb el radi de gir obtingut experimentalment per fibres de croma-
tina (d’eritrocit de pollastre en preséncia d’una forca ionica relativament elevada) analitzades en diversos laboratoris mit-
jancant dispersio de raigs X (Williams i Langmore, 1991) i neutrons (Bradbury i Baldwin, 1986; Graziano et al., 1988 i
1994). El solenoide que es presenta en (E) (pas de 1 1nm, 33nm de diametre, nucleosomes inclinats 30°) t¢ 5,0 nucleosomes
per volta; és a dir, t¢ aproximadament el mateix nombre de nucleosomes per volta que el solenoide interdigitat que es presen-
taen (C), pero és 2,7 vegades menys compacte que I’estructura interdigitada. Reproducci6 autoritzada de Daban i Bermudez
(1998), Copyright 1998 American Chemical Society.





